CIENCIA E INVESTIGACION 2013; 16(2): 77-82

FACULTAD DE FARMACIA Y BIoQuiMicA EPICION IMP,RESA-: ISSN 1561-0861
UNMSM 2013 EDICION ELECTRONICA: ISSN 1609-9044

EFECTO SIMBIOTICO DEL EXTRACTO DE Smallanthus sonchifolius
(YACON) Y Lactobacillus plantarum FRENTE A Escherichia coli

Symbiotic relationship from yacon extract (Smallanthus sonchifolius) and Lactobacillus
plantarum against Escherichia coli
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RESUMEN

El desarrollo de estrategias que permitan un mayor control de la microbiota intestinal ha incrementado el interés por
asociar prebioticos y probidticos, en una relacién simbiotica, con el propédsito de reducir la presencia de microorganismos
patdgenos. El objetivo de este estudio fue analizar el efecto simbiotico del extracto de Smallanthus sonchifolius (yacén)
y Lactobacillus plantarum sobre el crecimiento de Fscherichia coli enteropatogena. Para ello, previamente se analizé
la concentracién éptima del extracto de yacon para el crecimiento de L. plantarum vy su efecto prebidtico. La cinética de
crecimiento de ambos microorganismos fue determinada por densidad 6ptica, conteo por microscopio y células viables en
placas. Lactobacillus plantarum present6 un 6ptimo crecimiento a 15°Brix, alcanzando 10° células/mL; por el contrario, £ coli
se mantuvo a bajos niveles poblacionales. La combinacién de extracto de yacén y L. plantarum inhibié el crecimiento de £
coli enteropatdgena a las 16 h de incubacion.
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SUMMARY

The development of strategies for a better control of gut microbiota have increased the interest in associate prebiotics
and probiotics, in a symbiotic state, in order to reduce the presence of pathogenic microorganisms. The aim of this work
was to study the symbiotic effect between Smallanthus sonchifolius (yacon) extract and Lactobacillus plantarum against
the growth of enteropathogenic Escherichia coli. To do this, the best concentration of yacon extract for the growth of Z.
plantarum and their prebiotic effect were previously done. The microbial growth kinetic was determined by optical density,
counting by microscope and viability in plate. L. plantarum presented an optimal growth at 15°Brix, reaching 10? cells/mL;
whereas £ coli remained at low population levels. The combination of yacon extract and Z. p/antarum totally inhibited the
growth of enteropathogenic £. co/f at 16 h of incubation.

Keywords: Prebiotic, probiotic, Smallanthus sonchifolius, Lactobactllus plantarum, Escherichia coli.

INTRODUCCION una raiz andina especialmente conocida por su alto

contenido de FOS ¥, por lo que ha sido recomendado

n los ultimos arios, a nivel mundial se ha como alimento funcional e ingrediente de suplementos
incrementado la busqueda de estrategias  gjetéticos con potencial prebiético.

que permitan manipular la microbiota
presenteenelintestinogruesohumano, conel propoésito
de favorecer el crecimiento de microorganismos - ' I
con efectos beneficiosos para la salud, reduciendo el suficientes, influye positivamente en la salud de

: . i ®) ' it
riesgo a contraer enfermedades por la presencia de quien lo consume ©. Las bacterias probioticas
microorganismos patégenos 1. En consecuencia, seha COMunes, que estan mayoritariamente en el tracto

propuesto el consumo de prebiéticos, probidticos y su  intestinal, pertenecen a los géneros Bifidobacteriumy
combinacién (simbidticos). Lactobacillus ©®. Estas bacterias producen compuestos

como acidos orgdnicos y bacteriocinas que inhiben el
crecimiento de microorganismos patogenos (7).

El probidtico se define como un ingrediente
microbiano vivo, que al ser ingerido en cantidades

El prebiotico es un ingrediente alimenticio no
digerible que estimula selectivamente el crecimientoy
actividad de un grupo limitado de bacterias en el colén En los dltimos afios, la mezcla de prebidticos y
@), Los ingredientes, utilizados como prebioticos son probioticos en una relacion simbidtica, ha sido propuesta
los galactooligosacaridos (GOS) y fructooligosacdridos como una alternativa para aumentar la supervivencia
(FOS) ®. El yacon (Smallanthus sonchifolius), es de los probioticos en el tracto intestinal. En este estado,
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se produce un efecto sinérgico ya que los prebioticos
constituyen el sustrato principal de las bacterias
probidticas, estimulan el crecimiento de cepas especificas,
y por tanto, contribuyen a la seleccion y colonizacion de
la microbiota responsable de favorecer la salud ?.

El efecto prebiotico del yacdén ha sido demostrado
en bacterias lacticas pertenecientes al género
Bifidobacteriumy Lactobacillus ®. Sin embargo, el efecto
simbiotico del yacon con las bacterias lacticas, atn no
ha sido estudiado. En consecuencia, el objetivo de este
estudio fue evaluar el efecto simbiotico del extracto de
yacon 'y Lactobacillus plantarum sobre el crecimiento de
Escherichia coli enteropatogena. Para ello, previamente
se optimizaron las concentraciones de extracto de yacén
para el buen crecimiento de . plantarumy se analizo el
efecto prebidtico del extracto enambos microorganismos.

MATERIALES Y METODOS

Elaboracion del extracto de yacon

Las raices de yacon utilizadas para este estudio
proceden del distrito de Palca, provincia de Tarma
(Junin), ubicado a 3050 m de altitud. El procedimiento
utilizado para la obtencién del extracto ha sido descrito
por Manrique ez a/. ', diferencidndose unicamente en
que la concentracion del jugo prebiotico se realizo a
90°C con agitaciéon hasta obtener 40°Brix. Finalmente,
antes de llevar a cabo el estudio microbiolégico, el
extracto fue centrifugado a 5000 rpm, por 20 minutos,
y el sobrenadante autoclavado a 115°C por 15 minutos.

Microorganismos, medios
condiciones de incubaciéon

de cultivo vy

Los  microorganismos  utilizados  fueron
Lactobacillus plantarum CECT 748 y Escherichia coli
enteropatdgena.

L. plantarum fue reactivado en el caldo de cultivo
De Mann, Rogosa y Sharpe (MRS; Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania) y £ co/i en caldo de cultivo
Triptona de soya (TSB; Oxoid Ltd., Basingstoke,
Hampshire, Inglaterra). Los medios de cultivo
solidos empleados para L. plantarum y E. coli fueron
agar MRS suplementado con 2% (p/v) de agar y agar
MacConkey (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania),
respectivamente. Los cultivos bacterianos fueron
incubadosa 37°C por 24 h en condiciones de aerobiosis.

Estudio de los efectos prebiotico y simbiotico

Los efectos prebidtico y simbiotico fueron
evaluados mediante el andlisis de las cinéticas de
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crecimiento de L. plantarum y F. coli cultivados en
matraces Erlenmeyer de 250 mL, por triplicado. Todos
los cultivos se realizaron a un volumen final de 25
mL, de forma estdtica, fueron incubados a 37°C y en
condiciones de aerobiosis. Los puntos de muestreo
fueron a o, 4, 16, 24, 48 y 72 h. El seguimiento de los
cultivos fue realizado mediante la medicién de la
densidad optica por espectrofotometria a 600 ym
(Génesis 10 uv, Thermo Electron Corporation. USA),
el contaje de la poblaciéon de microorganismos por
microscopia mediante cdmara de Neubauer mejorada
(0,0025 mm? y 0,000 mm de profundidad) y el
recuento de viables en agares MRS y MacConkey para
L. plantarumy E. coli, respectivamente. Asimismo, se
realizaron andlisis fisico-quimicos al inicio y final del
periodode incubacion, tales como: determinacion dela
acidez total titulable Y, pH mediante potenciometro
213 (Hanna Instruments SL, Espafa) y sélidos solubles
totales (°Brix) mediante refractdémetro manual RHB-
32 ATC (Lumen Optical Instrument Co., Ltd., China).

Previamente, se determino el crecimiento éptimo
de L. plantarum, para lo cual, se indculo a diferentes
concentraciones de extracto de yacon: 1, 5, 10, 15, 20,
25 y 30 °Brix, suplementado con los componentes
del caldo MRS sin glucosa. La poblacion inicial de Z.
plantarum fue de 1 x10° cél/mL. El seguimiento de los
cultivos se realiz6 por densidad éptica.

Efecto prebidtico

La poblacion inicial de ambos microorganismos
fue de 1x10° cél/mL. Los resultados microbiologicos se
compararon con los obtenidos en caldos MRS para Z.
plantarumy TSB para £. coli.

Efecto simbiotico

Paraelandlisis, losmicroorganismos fueroninoculados
conjuntamente a la concentracion de 1x 107 cél/mL.

RESULTADOS

Determinacion de la concentracion del
extracto de yacon para el crecimiento de Z.
plantarum

Para conseguir un buen crecimiento de Z.

plantarum se analizaron diferentes concentraciones
del extracto de yacon expresadas en °Brix.

En la figura 1, se observa un mayor crecimientoa 5,
10 y 15 °Brix; selecciondndose la ultima concentracion,
ya que la velocidad de crecimiento fue ligeramente
superior a las otras dos concentraciones.
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Efecto prebiotico del yacon sobre el

crecimiento de L. plantarum

La cinética de crecimiento de L. plantarum
obtenida de los cultivos con extracto de yacédn a 15
°Brix, fue comparada con la obtenida en caldo MRS
(control). El analisis por densidad optica, mostrd
que L. plantarum crecié mejor en medio MRS que en
el extracto de yacon. Sin embargo, en el contaje por
microscopia dptica se observo lo contrario (figura 2).
Resultados similares al microscopio fueron obtenidos
en el recuento de viables. Con el extracto de yacon
se consiguieron poblaciones mayores a 10° UFC/mL;
mientras que en el medio MRS fue 10® UFC/mL. La
poblacién viable de L. plantarum en caldo con extracto
de yacon disminuy0 a las 24 h, mientras que en caldo
MRS a las 48 h. Al finalizar el tiempo de incubacién,
el analisis fisico-quimico mostré que L. plantarum
incremento la acidez total de 0,45% (p/v) a 1,85 *
0,173% (p/v), disminuyendo el pH de 5,85 a 3,79 *
0,012 (tabla 1). Asimismo, la concentracién de solidos
solubles totales aumento de 15 a 15,72 + 0,289 °Brix.

Efecto prebiotico del yacon sobre el

crecimiento de £. coli
La cinética de crecimiento de £. co/f obtenida de

los medios con extracto de yacon, fue comparada con
la obtenida en caldo TSB (control). En los tres analisis

Efecto simbidtico del extracto de S. sonchifoliusy L. plantarum frente a E. coli

microbioldgicos realizados se observo que el extracto
de yacon no es un medio adecuado para el crecimiento
de £ coli (figura 2). Tanto en la densidad optica, en
el conteo por microscopia 6ptica, como en el recuento
de viables, se observo que desde la inoculacion £ coli
se mantuvo a bajos niveles poblacionales. Asimismo,
en el recuento de viables se observo que la poblaciéon
de £. coli disminuy6 a partir de las 16 h. El andlisis
fisico-quimico realizado al inicio y final del periodo
de incubacién no mostré una variacidn significativa

(tabla1).

Efecto simbidtico del yacon con L. plantarum
sobre el crecimiento de £. coli

Previo al analisis del efecto simbiotico, se
realizaron pruebas de cultivabilidad de Z. plantarumy
E. colien placas conteniendo medio MRS y MacConkey,
y viceversa, comprobdndose que los medios son
especificos; por lo tanto, las colonias recuperadas
de ellos correspondieron a L. plantarum y E. coli,
respectivamente.

En relacion al efecto simbiodtico, tanto la
recuperacion de colonias de L. plantarum en medio
MRS, como la poblacion total observada al microscopio
fueron 10° cél/mL (figura 3). Sin embargo, la poblacién
de L. plantarum en medio MRS disminuy6 a partir de
las 24 h; mientras que £ co/ia partir de las 16 h.
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.
Figura 1. Cinética de crecimiento de . p/antarum a diferentes concentraciones de extracto de yacon en °Brix.
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Figura 2. Cinética de crecimiento de L. plantarumy E. coli en medios conteniendo extracto de yacén, MRS y TSB. A) Densidad 6ptica a 600 nm. B)
Conteo al microscopio de la poblacién total. C) Recuento de viables en placa.

Al finalizar el periodo de incubacidn, la acidez
total se incrementd de 0,45% (p/v) a 1,8 + 0,173%
(p/v); el pH disminuy6 de 5,85 a 3,85 = 0,017 y la
concentracion de sélidos solubles se mantuvo en 15 +
0,2 °Brix (tabla1).

DISCUSION

Se evalu¢ el efecto simbidtico de la combinacion
de L. plantarumy extracto deyacon sobreel crecimiento
de Z. coli enteropatdgena, para lo cual, previamente

80

se determiné la adecuada concentracion del extracto
de yacon para el optimo crecimiento de L. plantarum,
ya que una baja o alta concentracion podria afectar su
crecimiento y, en consecuencia, reducir o inactivar los
efectos beneficiosos en la salud. Asi, en extracto de
yacdn a la concentracion de 15°Brix se obtuvo mayor
poblacién de L. plantarum que en medio MRS; este
incremento se explica por la capacidad de fermentar
FOS ©. Por el contrario, el extracto de yacon mostro
ser un medio inadecuado para el cultivo de £ co/,
ya que la poblacién inoculada se mantuvo hasta las
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Efecto simbidtico del extracto de S. sonchifoliusy L. plantarum frente a E. coli
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Figura 3. Efecto simbiético del extracto de yacon y L. plantarum sobre el crecimiento de £ coli.

16 h, posiblemente debido a los azucares residuales
presentes en el extracto, al agotarse estos compuestos,
la poblacion de £ co/i disminuy6 drasticamente.

Los mecanismos de como los oligosacaridos
prebioticos son selectivamente metabolizados por
miembros beneficiosos de la microbiota intestinal, no
estan adecuadamente entendidos ®?. Sin embargo los
estudios contintian; asi por ejemplo, se ha descrito que
la celobiosa estimula el crecimiento de Lactobacillus
rhamnosus y Streptoccocus thermophilus y mantiene
bajas poblaciones de £ coli'y Staphyloccus aureus ™.

Unavez analizado el efecto prebiotico del extracto
deyacénen L. plantarumy E. coli, se procedid aanalizar
el efecto simbidtico del extracto y L. plantarum sobre
el crecimiento de £ co/i. Los resultados mostraron que
la poblacion obtenida por el conteo al microscopio a
las 16 h corresponderia a L. plantarum, basandonos
en la poblacién viable obtenida en medio MRS y en la
ausenciade colonias de £. co/ien medio MacConkey. La
inhibicion del crecimiento de £ co/iporlacombinaciéon
del extracto de yacon y L. plantarum, coincide con
otros estudios realizados, donde especies del género
Lactobacillus inhiben el crecimiento de cepas de £
coli gastroentéricas U314, El incremento de la acidez

Tabla 1. Analisis fisico-quimico del efecto prebidtico y simbiético.

por L. plantarum, y en consecuencia, la disminuciéon
del pH del medio pueden estar relacionadas con esta
inhibicién. Se ha descrito que la produccion de acidos
organicos por las bacterias lacticas no solo disminuye el
pH, sino también afectan el crecimiento de patogenos
15.16)  Ademads, las bacterias dcido lacticas producen
bacteriocinas como agentes antimicrobianos (7; asi,
cepas de L. plantarum producen plantaricina con
efecto contra Z. coli 8.

Esta investigacion permite demostrar el
efecto simbiotico del yacén y L. plantarum sobre el
crecimiento de £ coli enteropatogena. Sin embargo,
es necesario ampliar el estudio para determinar el
espectro antimicrobiano, la dosis éptima y la forma
farmacéutica.

CONCLUSIONES

El extracto de yacon, como fuente natural de
prebioticos, estimulo el crecimiento de Z. plantarum
y, por el contrario, mantuvo el crecimiento de £. coli
enteropatdégena a bajos niveles poblacionales. La
mezcla del extracto de yacon y Z. plantarum inhibio el
crecimiento de £, coli enteropatdgena.
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Prebiotico:
yacon vs L. plantarum 15,72+0,289
yacon vs £. coli 15 15
Simbidtico: 15%0,2

(yacon + L. plantarumvs E. coli)

Tiempo (h)
0 72 72
1,85+0,173 3,79+0,012
045 0,45 5,85 5,72+0,006
1,8+0,173 3,85+0,017
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